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RESUMO

O metilmercurio (MeHg) é altamente tdxico para o cérebro humano. Embora muito se saiba
sobre os efeitos neurotoxicos do MeHg, os efeitos do MeHg nos neurotransmissores cerebrais
ainda séo pouco explorados. Neste estudo, avaliamos os efeitos da intoxicacdo por MeHg no
estresse oxidativo do hipocampo, biomarcadores de neuroinflamacdo e niveis de
neurotransmissores em camundongos C57BL6J. Foram usados camundongos machos com 6
semanas de idade. Os camundongos foram alojados em gaiolas microisoladoras e receberam
agua e comida ad libitum. Camundongos intoxicados receberam MeHg em agua potéavel (20
mg / L) por vinte dias. Todos os protocolos foram aprovados pela CEUA / UNIFOR (protocolo
n°015 / 2015). Amostras do hipocampo foram colhidas e congeladas rapidamente para avaliar
os niveis de mieloperoxidase (MPO), glutationa (GSH) e malondialdeido (MDA) (umol/mg de
proteina), por ELISA. Monoaminas hipocampais (dopamina e metabdlitos) e
neurotransmissores de aminoacidos (taurina, glutamato, acido gama aminobutirico-GABA,
tirosina e glicina) foram avaliados por HPLC. O teste T de Student ndo pareado foi usado para
confirmar dados significantes. P <0,05 foi considerado estatisticamente significante. A
intoxicacdo mercurial foi confirmada, por um aumento (p < 0,0001) da concentracéo de Hg no
pelo do grupo MeHg. Os animais intoxicados apresentaram um menor ganho de peso (p <
0,0001) em comparagéo ao grupo controle. Concentra¢des mais elevadas de MPO (p < 0,0001)
e MDA (0,0001) foram observados nos animais do grupo MeHg em comparacdo ao grupo
controle. As concentracGes de dopamina hipocampal (DA) foram semelhantes nos grupos
controle e intoxicado, no entanto, o acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC), um dos
metabdlitos de DA, foram aumentados (0,41 + 0,081 ng/g) (p < 0,0003) no hipocampo do grupo
intoxicado em relacdo ao grupo controle (0,08 £ 0,012 ng/g). Em relacdo a concentracdo de
aminoéacidos em (umol/mg de tecido), foi observado um aumento dos niveis de glutamato no
grupo MeHg (251,9 + 26,68) em relacao ao controle (129,1 + 22,48) (p < 0,003), taurina grupo
MeHg (1141 + 234) X grupo controle (542,5 + 126,7) (p < 0,05) e GABA grupo MeHg (16775
+ 1592) X grupo controle (7642 + 1964) (p < 0,002). Em conjunto, os achados do presente
estudo mostram altera¢Ges bioquimicas importantes no hipocampo, estresse oxidativo elevado

e inflamacdo relacionada a MPO.

Palavras-Chave: = Metilmercdrio,  hipocampo, estresse  oxidativo, inflamac&o,

neurotransmissores.



ABSTRACT

Methylmercury (MeHg) is highly toxic to the human brain. Although much is known about the
neurotoxic effects of MeHg, the effects of MeHg on brain neurotransmitters are still little
explored. In this study, we evaluated the effects of MeHg poisoning on hippocampus oxidative
stress, neuroinflammation biomarkers and neurotransmitter levels in C57BL6J mice. Male rats
at 6 weeks of age were used. The mice were housed in microinsulating cages and received water
and food ad libitum. Intoxicated mice received MeHg in drinking water (20 mg/L) for twenty
days. All protocols were approved by CEUA / UNIFOR (protocol no. 015 / 2015).
Hippocampus samples were collected and frozen rapidly to evaluate the levels of
myeloperoxidase (MPO), glutathione (GSH) and malondialdehyde (MDA) (umol/mg protein)
by ELISA. Hippocampal monoamines (dopamine and metabolites) and amino acid
neurotransmitters (taurine, glutamate, gamma aminobutyric acid-GABA, tyrosine and glycine)
were evaluated by HPLC. The unpaired Student's T-test was used to confirm significant data.
P <0.05 was considered statistically significant. Mercurial intoxication was confirmed by an
increase (p < 0.0001) of Hg concentration in the MeHg group. The intoxicated animals had a
lower weight gain (p < 0.0001) compared to the control group. Higher concentrations of MPO
(p <0.0001) and MDA (0.0001) were observed in the animals of the MeHg group compared to
the control group. Hippocampal dopamine (AD) concentrations were similar in the control and
intoxicated groups, however, 3,4-dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC), one of the metabolites
of AD, were increased (0.41 + 0.081 ng/g) (p < 0.0003) in the hippocampus of the intoxicated
group in relation to the control group (0.08 £ 0.012 ng/g). Regarding the concentration of amino
acids in (umol/mg of tissue), an increase in glutamate levels was observed in the MeHg group
(251.9 £ 26.68) in relation to the Control (129.1 + 22.48) (p < 0.003), taurine group MeHg
(1141 + 234) X Control group (542.5 + 126.7) (p < 0.05) and GABA group MeHg (16775 +
1592) X Control group (7642 + 1964) (p < 0.002). Together, the findings of the present study
show important biochemical changes in the hippocampus, high oxidative stress and MPO-

related inflammation.

Key words: Methylmercury, hippocampus, oxidative stress, inflammation, neurotransmitters
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1 INTRODUCAO

1.1 Mercurio

O mercurio (Hg) é um elemento natural encontrado no meio ambiente sendo o Unico
elemento metélico liquido a temperatura ambiente. Em altas temperaturas, passa a apresentar-
se na forma gasosa de carater toxico, inodoro e incolor. Esse metal pode assumir diversas
formas organicas, entre as quais o metilmercurio, produto da metilagdo do mercurio no processo
resultante do metabolismo de bactérias presentes no meio aquético, sendo altamente toxico
(BRASIL, 2020).

O Hg esta naturalmente presente no meio ambiente, sendo liberado na biosfera
terrestre por atividade vulcéanica e intemperismo de rochas. A presenca desse metal disperso na
natureza tem sido maximizada pela intervencdo humana relacionada a extracdo dos minerais
como cinabre (HgS) e ouro, a partir da formacdo do amalgama de ouro com mercurio. Além
disso, o Hg é encontrado em petréleo e carvao, que se caracterizam como subprodutos da
extracao, podendo ser dissipado na forma de vapor de HgO altamente toxico (PACYNA et al.,
2010).

Tanto a saude humana quanto a de animais é comprometida préximo aos locais que
utilizam esses metais, sendo a intoxicacdo por exposicao através da via oral a principal via de
contaminacdo, pela sua iforma organica (MeHg), seguida pela via respiratoria e via cutanea,
sendo essas Ultimas, as principais vias de intoxicacdo pelas formas de Hg inorganicas (LU et
al., 2017). Desse modo, segundo o Ministério da Salde, a intoxica¢do mercurial € de extrema
importancia epidemioldgica, por promover nefrotoxicidade e hepatotoxicidade, além de danos
severos ao sistema nervoso central (BRIDGES; ZALUPS, 2017; MICARONI; BUENGO;
JARDIM, 2000).

O metilmercdrio (MeHg) é uma espécie quimica organica de Hg2+ com grande
relevancia toxicologica, devido principalmente a sua capacidade de bioacumulacdo ambiental
e em tecidos de organismos vivos, o que pode ser um fator prejudicial tanto a saude humana
guanto ao meio ambiente.

Uma vez que o CHsHg" (metilmercdrio) também é soltvel em agua e é facilmente
absorvido pelos microorganismos (TOMIYASU et al., 2000), tendendo a uma bioacumulacao
(LAZARO et al., 2013), principalmente devido a sua afinidade por grupos sulfidrila de
proteinas (MICARONI; BUENO; JARDIM, 2000). Como consequéncia, 0 Hg se biomagnifica

na cadeia alimentar e pode alcancar os organismos vivos do topo da cadeia, como 0s seres
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humanos. Estudos alertam que a grande parte de Hg acumulado no tecido muscular de peixes
estd na forma de CH3Hg+, representando uma ameaca para 0s seres humanos e a biota
(CARRASCO et al., 2011; BLOOM, 1992). Os efeitos mais preocupantes de sua intoxicacao
sdo danos irreparaveis ao sistema nervoso central (MICARONI; BUENO; JARDIM, 2000).

1.1.1 Metilmercdrio

O mercurio pode assumir diferentes formas organicas. Dentre elas, 0 metilmercurio
(MeHg) é uma das formas mais tdxicas, sendo o produto da metilagdo do mercurio, pelo
processo de metabolizacdo do Hg pelas bactérias presentes no ambiente aquéatico. O MeHg é
um metal organico com neurotoxicidade reconhecida, principalmente para o desenvolvimento
do sistema nervoso (BOSE et al., 2012). No ambiente aquético, 0 monometilmercurio (MMHg),
pode estar presente na base da cadeia alimentar por aumento da sua bioconcentracdo
incorporando-se a fitoplancton e zooplancton uma vez que é soluvel e facilmente absorvido
pelos microorganismos (TOMIYASU et al., 2000), ele tende a uma bioacumulacio (LAZARO
et al., 2013), principalmente devido a sua afinidade por grupos sulfidrila de proteinas
(MICARONI; BUENO; JARDIM, 2000). O mercurio também pode ser metilado por
microorganismos metandnicos (arqueobactérias anaerdbias que possuem capacidade de
fabricar o gas metano) indicando, portanto, que o0 MeHg pode ser acumulado em sedimentos
empobrecidos de sulfato e Fe (111), presente em amostras de agua andxicas (BIGHAM et al.,
2017).

As manifestacBes clinicas mais significativas pela intoxicacdo mercurial sdo de
carater neuroldgico, pois o cérebro tem uma maior afinidade com MeHg, sendo encontrado
nesta regido em torno de 10% do metilmercdrio contido no corpo (3 a 6 vezes maior que a
quantidade encontrada no sangue), por consequéncia, induzindo neurotoxicidade. A extensédo e
severidade da acdo neuropatologica dependem do nivel de intoxicacgéo, regido cerebral afetada,
ambiente redox, envolvimento celular e do estagio de desenvolvimento, (SYVERSEN; KAUR,
2012; (FUJIMURA; USUKI, 2017).

Pesquisas apontam que grande parte de Hg acumulado em musculo de peixe esta
na forma de CH3Hg +, representando uma ameaca para 0S seres humanos e ao bioma
(CARRASCO et al., 2011; BLOOM, 1992). Tais fatores acarretam uma bioacumulagdo
preocupante, uma vez que as concentracbes da forma orgénica do Hg aumentam
proporcionalmente ao nivel tréfico, Como consequéncia, 0 Hg se biomagnifica na cadeia

alimentar, alcancando organismos do topo, dentre os quais, 0s seres humanos (HONG; KIM,;
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LEE, 2012).

De acordo com as suas caracteristicas fisico-quimicas (Tabela 1), o metilmercurio
tem um ponto de fusdo de 170 ° C, sendo de caracter estavel, exceto na presenca de oxidantes
fortes. Sua dose letal para ratos é de 1,95 mg / kg e tem solubilidade de 6 mg / L em &gua a 25
°C e 94 mg/méem vapora20°C (BISINOTI; JARDIM, 2004).

Tabela 1 - Caracteristicas fisico-quimicas do MeHg

Propriedades Indicativos
Formula molecular CHs3HgX"
Ponto de Fusdo 170 °C
Gravidade Especifica 4,06
Estabilidade Estavel
Toxicidade Alta
Dose letal em ratos (DL-50) 1,95mg / kg*
Primeiros sintomas de contaminacdo humana 200 — 500 ng/mL* de MeHg no sangue
Solubilidade a 25°C > 6 mg/L
Concentragdo de saturagdo do vapor a 20 °C 94 mg/m?

Fonte: Adaptado de Bisinoti; Jardim, 2004.

A estabilidade do MeHg muda de acordo com o local de armazenamento, influéncia
da temperatura e tipo de solvente. Estudos demonstraram que uma solugdo contendo 10 pg /L
de MeHg é estavel em agua ultrapura por 8 semanas, quando armazenada a 5 ° C. Por outro
lado, quando a solucdo é armazenada em temperatura ambiente, ocorre uma perda de 15% do
MeHg na primeira semana e de 50% na segunda. Também foi demonstrado que a mesma
solucéo é estavel em HNO3 a 20% (m / v) por um periodo de 12 semanas, quando armazenada
em frasco de vidro a 5 ° C ou em recipiente de politetrafluoroetileno (PTFE) armazenado em
temperatura ambiente no escuro (LANSENS et al., 1990).

Solug¢des contendo 0,08 pg / L de MeHg a pH 6,0 armazenadas em recipiente de
vidro permanecem estaveis por 5 dias, periodo apds o qual o MeHg é convertido em mercdrio
inorganico. O armazenamento do MeHg em diclorometano também ndo preserva suas
propriedades, ja que pode ser convertido em mercurio inorganico em um periodo de 15 dias
(BISINOTI; JARDIM, 2004; LANSENS et al., 1990).

A exposicdo a0 MeHg promove agudamente em baixas doses, sintomas
neuromotores e neuroldgicos como tremores e possiveis delirios, ja cronicamente, pode

promover patologias como depressdo e ansiedade, alem de um potencial aumento no risco de
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doengas neurodegenerativas como Parkinson e Alzheimer (BITENCOURT et al., 2013;
BJORKLUND et al., 2019; CHANG et al., 2008). Além dos danos neurais, 0 MeHg é também
altamente hepatotoxico, tendo sido observada uma acdo direta sobre as mitocondrias de
hepatocitos de ratos expostos, por meio da abertura do poro de transicdo da permeabilidade,
deste modo, sendo um fator determinante no mecanismo de morte celular, de forma semelhante
ao seu mecanismo neurotdéxico (ROOS et al., 2011).

Diferente do Hg inorganico, que possui uma absorcdo pelas vias aéreas como
principal meio de intoxicacdo, a via oral € um dos meios de principal exposicdo humana ao
MeHg, que apesar de ter seu ciclo iniciado a partir do metabolismo bacteriano, acaba por chegar
aos niveis tréficos mais altos como peixes carnivoros, promovendo um risco real, uma vez que
a pesca, geralmente é a base da alimentacgéo de habitantes de regides com risco de contaminacao
mercurial, e cerca de 95% do mercdrio contido nos peixes € absorvido pelo trato gastrointestinal
humano (FARINA; ROCHA; ASCHNER, 2011; VAZQUEZ; DEVESA; VELEZ, 2014).

O efeito neurotdxico tem sido atribuido principalmente a fatores como, aumento do
estresse oxidativo a partir da quebra da homeostase mitocondrial, desequilibrio na
neurotransmissao de glutamato e GABA, além de aumento da apoptose pela via da Caspase-3
ligada a hiperativacdo da cascata de ativacdo de p38 e MAPK (HEIMFARTH et al., 2018;
ALLEN; MUTKUS; ASCHNER, 2001).

A curva de meia-vida do MeHg presente na corrente sanguinea possui grande
variacdo entre adultos, que é de aproximadamente 2 meses e recém-nascidos ou fetos, nos quais
ocorre por um periodo mais prolongado, devido a menor quantidade de transportadores
celulares que apresentam. Isso também pode estar relacionado a passagem ou transferéncia de
MeHg através da placenta, atingindo, no sangue do corddo umbilical niveis 1,7 vezes maiores
do que no sangue e leite maternos (CECCATELLI; ASCHNER, 2013; PARK et al., 2018)

A utilizagdo de modelos in vitro para avaliagdo neurotoxicidade do MeHg, permitiu
a identificacdo da ocorréncia da deplecdo de glutationa (GSH) e aumento da producdo de
especies reativas de oxigénio (EROS) (KAUR; ASCHNER; SYVERSEN, 2006; SARAFIAN
et al., 1994). Devido a alta afinidade do MeHg apresenta pelas formas anidnicas de tiois, esta
interacdo, como por exemplo nas moléculas de GSH, é a responsével pela maioria dos efeitos
toxicos do MeHg (DOS SANTOS et al., 2018). Atualmente, sugere-se que o MeHg seja
eliminado do citoplasma pela ligagédo a glutationa (GSH), formando o complexo GSHgCH3,
gue € entdo transportado para 0 meio extracelular por proteinas multirresistentes (PMRS)
(RUSH et al., 2012).
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1.2 Contaminac¢do Ambiental e Humana por MeHg

Os desastres com Hg e outros metais pesados possuem um potencial de destruicao
ambiental assim como repercussao social gigantescos. No mundo, o desastre de Minamata, no
Japdo, é o primeiro caso relatado em 1956. Mesmo 50 anos depois do incidente, ainda estavam
sendo descobertas questdes cruciais no entendimento do processo neurotdxico em humanos e a
gravidade da contaminacdo ambiental. Por exemplo, foram reportados, somente 50 anos depois,
que grandes quantidades de MeHg foram produzidas no processo do desastre, exatamente pela
interacdo com o bioma local, aonde o MeHg foi produzido a partir da interacdo das bactérias
com o Hg(i) (Figuras 1) (ETO, 2006).

Figura 1 — Ciclo do Mercurio no ambiente
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Fonte: Adaptado de Winner, 2010.

No Brasil, a partir de um levantamento da literatura feito por nosso grupo de
pesquisa nas principais bases de dados, sobre estudos relacionados a Hg e danos ambientais e
a salde humana (Figuras 2 e 3), foi montado um mapa sobre a quantidade de artigos publicados
para cada regifo. E possivel observar, que a maior concentraco de casos esta na regio norte

(bacia amazonica), seguida por regido sudeste e nordeste.
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Figura 2 — Mapa dos estudos sobre contaminagdo ambiental por Hg no Brasil de 2010-2019



21

Figura 3 - Mapa dos estudos sobre contaminagdo humana por Hg no Brasil de 2010 - 2019
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A contaminacdo por Hg na regido Norte do Brasil, necessita de uma atengédo
especial, uma vez que, a bioacumula¢do do MeHg nos niveis troficos mais elevados, esta
principalmente nos peixes carnivoros, que sao a base alimentar das comunidades ribeirinhas da
Amazonia brasileira (BERZAS NEVADO et al., 2010; DE OLIVEIRA SANTOS et al., 2002).
Nas bacias do Amazonas e do Orinoco, a contamina¢do por Hg se da pela extracao artesanal e
industrial de ouro desde a época colonial. Além disso, 0 desmatamento e a queima da floresta
tropical promovem o surgimento de depdsitos naturais de Hg, por sua vez, sofrendo metilacdo
das bactérias, gerando o MeHg, afetando assim o bioma aquatico e locais proximos
(MOSQUERA-GUERRA et al., 2019).

A Regido Nordeste é, depois da Amazonia brasileira, a regido com maior consumo
de pescado por habitante do pais. E também uma regido com uma quantidade consideravel de
descarte inadequado de residuos industriais, embora ndo seja comparavel aos valores da Regido
Norte. Com base nisso, estudos recentes tém buscado avaliar 0s niveis de mercurio em animais

que estdo entre os consumidos pela populacdo local, bem como no solo, na agua € no meio
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ambiente em geral (DE LACERDA; MALM, 2008).

Em estudo de Hatje et al., (2019), foram avaliados os impactos da intervencao
humana ao longo do tempo na Baia de Todos Santos, no estado da Bahia, e a partir disso, a
quantidade de Hg contaminado no meio ambiente local. O estudo mostrou que as concentracoes
de Hg variaram substancialmente de um ponto de coleta para outro (5-3500 ug / kg?), o que
representa uma grande variabilidade espacial e temporal, sendo evidenciado que apesar de
algumas regides de coleta ndo terem quantidade significativa de Hg, em certos pontos as
quantidades de Hg encontradas nos sedimentos estudados propicia a contaminacdo do
ecossistema e também de humanos.

O sudeste brasileiro é caracterizado pela presenga massiva de fabricas proximas as
grandes cidades. As cidades do interior também sdo grandes produtoras de insumos alimentares,
mantendo os mercados das grandes cidades. A preservacdo da qualidade da agua e o controle
dos niveis de Hg é de grande impacto para saude publica.

Solo e &gua sdo capazes de acumular residuos descartados no local ao longo dos
anos, tornando-os importantes marcadores de contaminacdo ambiental. O uso do mercdrio na
mineracao e na fabricacdo de tecidos, nos seculos 18 e 19, contribuiu para a poluicéo do solo e
dos sedimentos nas regides Sul e Sudeste. Apesar do tempo decorrido, muitos estudos mostram
que mesmo apds tanto tempo niveis significativos de Hg ainda podem ser encontrados em
alguns locais (DA ROSA QUINTANA; MIRLEAN, 2019; TINOCO et al., 2010).

Os animais marinhos sdo importantes biomarcadores de contaminagdo por
mercurio. Pesquisas, realizadas nas costas sul e sudeste, mostraram que 0s peixes podem
acumular niveis alarmantes de Hg nos muasculos. Os mais afetados s&o os carnivoros, que vivem
em regides préximas a locais de atividade industrial (AZEVEDO et al., 2011; BAPTISTA et
al., 2016; CONDINI et al., 2017; DE CARVALHO et al., 2014; KEHRIG et al., 2013). Estudos
em amostras de outros animais, como golfinhos (BAPTISTA et al., 2016), mexilhdes,
anémonas (RIZZINI ANSARI et al., 2016) e caranguejos (DE ALMEIDA RODRIGUES et al.,
2020) também resultaram em niveis preocupantes de mercurio. Ao contrario dos resultados
obtidos com amostras de peixes criados em cativeiro (BOTARO et al., 2012) e enlatados
(ALVES et al., 2017; DE PAIVA; MORGANO; MILANI, 2017), que apresentaram niveis
aceitaveis e dentro do limite recomendado pelas autoridades.



23

1.2.1 Desastres ambientais nas cidades de Mariana e Brumadinho

Um desastre ambiental de grandes propor¢des foi o rompimento da barragem do
Funddo, em 2015, situada no municipio de Mariana, estado de Minas Gerais. Foi um desastre
cujas proporcdes sociais e ambientais foram além das fronteiras do municipio, na pratica,
atingindo 36 municipios diretamente, repercutindo em todo o Brasil e no mundo, com um fluxo
de mais de 50 milhGes de m3 de lama toxica ao longo de 663 km de extensdo (Figura 4),
contendo mercurio e outros metais pesados, resquicios da mineracao na area, atingindo tanto
seres humanos quanto a biota local, influenciando mesmo apds o desastre, o crescimento de
espécies de plantas locais (DE FREITAS et al., 2019; ESTEVES et al., 2020; CRUZ et al.,
2020).

Figura 4 — Extenséo da lama na cidade de Mariana-MG
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Fonte: GREENPIECE, 2017.

Outro desastre em solo brasileiro, mais recente ocorreu em 2019 com o rompimento
da barragem de Corrego do Feijdo, na cidade de Brumadinho, também no estado de Minas
Gerais, provocando um derramamento de mais de 12 milhdes de m® de rejeitos minerais
(Figura 5), provocando a morte de mais de 250 pessoas, além de danos graves a0 meio
ambiente, como da deposicdo de metais pesados na 4gua do rio Paraopeba atingindo 0s mais

variados niveis troficos, assim como a bioacumulagdo de metais pesados no tecido de peixes
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das espécies nativas do rio, sendo 0 MeHg um dos metais acumulados (VERGILIO et al., 2020;
THOMPSON et al., 2020).

Figura 5 — Mapa do percurso dos rejeitos de mineragdo em Brumadinho
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1.2.2 Contaminacéo do povo indigena Munduruku

Os dados mais recentes sobre contamina¢do massiva por Hg no Brasil, foram
levantados a partir de estudo feito pela World Wide Fund for Nature (WWF) em parceria com
a Fundacao Oswaldo Cruz (Fiocruz), publicado em forma de nota técnica no més de novembro
de 2020, confirmou que os garimpos ilegais tem promovido um impacto socioambiental
crescente nos ultimos 20 anos (Figura 6), a partir de uma avaliacdo dos niveis de contaminacao
nos peixes da regido, fonte de alimentacdo das aldeias, além de avaliagdo neuroldgica,

pediétrica e de polimorfismos genéticos da populacéo indigena (BASTA; HACON, 2020).



25

Figura 6 - Mapa da &rea de estudo (Povo indigena Munduruku)
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Fonte: Basta; Hacon, 2020.

Entre os principais achados estéo que, 6 em cada 10 dos 197 avaliados apresentaram
niveis de Hg no cabelo acima dos valores de referéncia, e 4 em cada 10 criangas menores de 5
anos apresentaram altas concentracdes de Hg. Ja em relacdo aos niveis de Hg nos peixes, as
doses de Hg ultrapassam em mais de 40% os limites permitidos, o que significa um consumo
da populagdo de 2 a 9 vezes maior que os limites tolerados de Hg, de acordo com a OMS. Ja
em relagdo as avalia¢des neurologicas, 111 indigenas acima dos 12 anos foram avaliados, dos
quais 32,4% apresentaram variadas formas de neuropatias periféricas. Ja 15,8% de 57 criancas
avaliadas entre 0 e 9 anos, apresentaram problemas de linguagem ou motores. Uma crianga de
apenas 11 meses apresentou déficits motores grossos, e foi detectado em sua amostra de cabelo
niveis de Hg de 19,6 ug.g?, 3 vezes acima do limite de seguranca. Essa nota emite um alerta
crucial em relacdo aos problemas causados pelo Hg tanto no &mbito social quanto ambiental,
principalmente quando advindo de fontes como Garimpos irregulares, 0s quais nao possuem
nenhum cuidado com despejo de rejeitos, ou responsabilidade ambiental (BASTA; HACON,
2020).
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1.3 Impacto da Intoxica¢éo Mercurial no Sistema Nervoso Central

A toxicidade do MeHg chama atencdo por promover uma reducdo na quantidade,
funcionalidade e capacidade de proliferacédo das células neurais devido exposicao dessas a esse
agente intoxicante de forma direta ou indireta, bem como alteragdo em sua morfologia, como o
retardo no desenvolvimento de neuritos. Estas respostas resultantes da exposi¢cdo ao MeHg
foram observadas em estudos de células murinas in vitro e em estudos com células progenitoras
neurais humanas primarias. Os principais resultados encontrados apontam para a¢des das vias
Notch e altera¢cdes nos niveis de Fator Neurotréfico Derivado do Cérebro (BDNF, do inglés
brain-derived neurotrophic factor) e alteragdes nos niveis e acéo das quinases dependentes de
ciclina, levando a toxicidade do MeHg (ATTOFF et al., 2017; EDOFF et al., 2017).

Ao ser absorvido, o MeHg possui facilitada passagem atraveés da barreira
.hematoencefalica, pela sua capacidade de formar um complexo de ligagdo com a cisteina
(MeHg-Cys), mimetizando as caracteristicas estruturais do aminoacido metionina (ROOS et
al., 2010). Analisando a toxicidade do MeHg sobre células neurais, as respostas deletérias
persistem mesmo por duas geracbes além das linhagens celulares que tiveram contato direto
com 0 composto em estudos in vitro. Esses dados corroboram com os achados de estudos in
vivo, nos quais foi observado que a exposicdo perinatal ao MeHg produzia déficits
comportamentais mesmo em longo prazo. A exposicdo da mae também foi capaz de induzir
alteracBes como atrasos e prejuizos no desenvolvimento dos filhotes, mesmo que ndo tenham
sido expostos diretamente ao MeHg (BOSE et al., 2012; CASTOLDI et al., 2008; RADONJIC
etal., 2013).

Em um estudo, de expresséo génica de biomarcadores neurais de mRNA, avaliada
na exposicdo de uma cultura de uma linhagem de células progenitoras neurais multipotente,
murinas, chamada C17.2, capaz de responder a estimulos do fator de crescimento nervoso e do
BDNF, também capaz de se diferenciar em neurdnios ou células gliais, observou-se que a
expressao de biomarcadores de mRNA neural foi reduzida a partir da exposicao a cultura de
MeHg, assim como houve altera¢fes na morfologia das células C17.2 mesmo quando expostas
a niveis ndo citotoxicos de MeHg (ATTOFF et al., 2017).

Uma vez no sistema nervoso, 0 MeHg é transportado ao meio intracelular por
transportadores de aminoécido tipo L-1 (LAT-1) (Figura 7), agindo principalmente nos
astrocitos, por meio da superativagdo dos receptores N-Metil-D-arpartato e elevacdo dos niveis
de glutamato extracelular, desbalanceando o influxo de fons Na' e Ca?', aumentando

desproporcionalmente os niveis destes ions no meio intracelular (ALLEN; MUTKUS;
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ASCHNER, 2001).

Figura 7 - Esquematizacdo da principal via de entrada do MeHg no Sistema Nervoso Central

a1y
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Fonte: Adaptado de Pinto, 2018.

(1) O Hg utilizado na atividade de mineracéo, é despejado no solo dos rios e oceanos. (I1) Bactérias presentes na
agua sdo capazes de metilar Hg, gerando MeHg, assim contaminando o bioma aquético. (I1l) O MeHg ¢
biomagnificado pela cadeia de peixes predadores. (IV) Ap6s o consumo dos peixes contaminados, 0 MeHg é
absorvido no trato gastrointestinal, (V) sendo totalmente absorvido apds 30 horas, atinge os capilares, (V1) ligando-
se a cadeia B da hemoglobina nas hemacias. (VII) O MeHg alcanga a barreira hematoencefalica através do
transportador L-aminoacido 1 (LAT1) chegando ao SNC e as células, como astrocitos, neurdnios e micréglia
(BERNTSSEN et al., 2004; DOI, 1991; KERSHAW; DHAHIR; CLARKSON, 1980; YIN et al., 2008).

Promove o aumento do estresse oxidativo (Figura 8), principalmente ao ligar-se a
glutationa peroxidase (GPx), pela ja mencionada alta afinidade por grupos tiois e selenois,
sendo um inibidor dessa enzima, com isso, prejudicando o ciclo de producédo e interacdo de
moléculas antioxidantes, principalmente no equilibrio redox da GSH-GSSG, mecanismo
diretamente relacionado ao distirbio da atividade glutamatérgica. (FARINA; ASCHNER,
2019).
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Figura 8 - Efeitos do MeHg sobre a homeostase de glutationa
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Fonte: Adaptado de Farina; Rocha; Aschner, 2011.

(I) © MeHg provoca uma série de eventos sobre a mitocdndria, interrompendo a cadeia de transporte de
elétrons, diminuindo a producéo de citocromo B (cyt-B), e aumentando a expressdo de citocromo C (cyt-C),
promovendo um aumento na formacao de espécies reativas de oxigénio, como perdxido de hidrogénio (H20,)
e anion superoxido (O2 7). (1) MeHg também reage com GSH, levando a deple¢do de GSH devido a formagéo
do complexo MeHg-GSH (GS-HgCH3), que ¢é excretado do corpo. O MeHg inibe 0 aumento das ac¢des
fisioldgicas da glutationa redutase (GR) e a GPx no Sistema nervoso central (SNC) de roedores durante o
periodo pos-natal inicial (111 e 1V) mas também diminui a atividade da GPx em animais adultos. Todos esses
eventos (I-1V) culminam no aumento da geragdo de EROS e consequentemente do estresse oxidativo (V).

Quando transportado pelo LAT-1 para 0 meio intracelular de astrocitos e neurdnios,
0 MeHg atua alterando a expressao de proteinas, dentre as quais a Bmil, que tem sua expressao
suprimida, € uma proteina fundamental para inibir a senescéncia de células nervosas. Foi
observado um aumento na producéo de proteinas P16 que se ligam ao complexo CDK4/Ciclina
D e auxiliam no complexo CDK2/Ciclina E, nos astrocitos, alem de um aumento na produgéo
de P21, esta proteina se liga as ciclinas D e E (inibindo a atividade da quinase de CDK2 e 4),
bem como a regulagéo positiva de GSK-3pB. Além disso, como ja mencionado, as mitocondrias
tém seus processos afetados pelo MeHg, tendo o ciclo da cadeia transportadora de elétrons
prejudicado, com supressao da producdo do cyt-B, com proeminente aumento da producédo do
cyt-C, levando a um consequente aumento da producdo de EROs, posterior ativacao da via das
caspases e inibicdo dos complexos formados pela Ciclina D/CDK4 e Ciclina E/CDKZ2, cruciais

na transicéo entre as fases G1 e S do ciclo celular. Além disso, ocorre a degradacéo da Ciclina
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E, catalisada pela Caspase 3 e GSK-3, resultando na reducdo da sintese de DNA e culminando
na morte celular (ATTOFF et al., 2017; BOSE et al., 2012; CASTOLDI et al., 2008; EDOFF
etal., 2017; RADONJIC et al., 2013).

1.4 Hipocampo

O hipocampo é uma regido altamente distinta e estruturada do cérebro. E uma
estrutura compacta, alongada e curvada, com uma forma de cavalo-marinho, de onde vem seu
nome. Existem dois hipocampos, localizados em cada lado do cérebro. Eles se encontram
abaixo do neocortex, na superficie medial basal dos lobos temporais. Os hipocampos sdo
anatomicamente mais simples do que a maioria das outras areas do SNC (Figura 9) (TAUPIN,
2007).

Figura 9 - Representacdo anatdmica do hipocampo e suas subdivisfes
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Fonte: Adaptado de Anand; Dhikav, 2012.

E composto por duas regides: o giro denteado (GD) e Cornu Ammonis (CA). A
regido do Cornu Ammonis € subdividida em 4 secc¢bes, CAl, CA2, CA3 e CA4. 0O GD e CA
contém uma camada de celulas principais, as camadas de celulas granulares e piramidais,
respectivamente. A regido CA1 é localizada préxima ao subiculo. A regido CA3 ao fornice e
ao plexo cordide. A regido CA2 é uma pequena divisdo entre CALl e CA3, por fim, a regido
CA4 esté localizada no hilo do GD (ABUHASAN; SIDDIQUI, 2019; DAUGHERTY et al.,
2016).
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A camada principal do GD contém os corpos celulares das células granulares, os
dendritos proximais das células granulares estdo na camada molecular, seus axonios,
denominados de fibras musgosas, sdo projetados em direcdo as células piramidais do Cornu
Ammonis conhecida como regido CA3. As secOes proximais das fibras musgosas ficam
dispostas ao longo da camada polimorfica se prolongando até regido CA3 (ABUHASAN;
SIDDIQUI, 2019; TAUPIN, 2007).

A formacéo do hipocampo consiste de uma populacgéo de células granulares no giro
denteado e células piramidais nas areas CAl e CA3. Os interneurdnios estdo presentes em todas
as areas do hipocampo. As principais vias de neurotransmissores sdo baseadas em glutamato.
O hipocampo possui 3 vias neurais principais, a primeira é denominada via de fibras
perfurantes, que vao do cortex entorrinal adentrando até a regido das células granulares no giro
dentado. Em seguida, estdo as fibras musgosas, que fazem a conexdo desde o giro denteado até
0s neurdnios da regido CA3. Por fim, temos as fibras colaterais de Schaffer, que conectam os
neuronios da regido CA3 aos neurbnios da regido CA1 do hipocampo (KNIERIM, 2015;
KRICHMAR et al., 2005).

Ao longo dos niveis evolutivos, o hipocampo, em muitos animais, auxilia na
avaliacdo do consumo de determinados alimentos quanto a serem seguros ou ndo para o
consumo, com base no discernimento olfatério, além de responder a comportamentos sexuais
através da acdo dos feromonios e reagir a decisdes de vida ou morte. E uma regido destinada a
tomada de decisdo e armazenamento de informacGes na memoria. Desse modo, age por
converter a memoéria de curto prazo em longo prazo, solidificando o pensamento em
informacdes, utilizado posteriormente na tomada de decisdo (DAUGHERTY et al., 2016).

A estimulacdo hipocampal em qualquer das trés vias aumenta o volume de
potenciais pds-sinapticos excitatérios nos neurdnios-alvo, esse mecanismo € denominado
potenciacdo de longa duracdo (MUNSTER-WANDOWSKI; GOMEZ-LIRA; GUTIERREZ,
2013).

As fibras musgosas sdo formadas por axonios das células granulares do Giro
denteado, 0s neurdnios que formam essas fibras, sdo majoritariamente glutamatérgicos. Uma
vez que o glutamato é liberado na fenda sinaptica, pode se ligar aos receptores N-metil D-
Aspartato (NMDA) ou receptores ndo-NMDA presentes nos neurdnios da regido CA3. Uma
vez que os receptores NMDA possuem pouca acéo sobre a plasticidade sinéptica o blogueio do
influxo de Ca?* nas células piramidais de CA3 néo interfere nos potenciais de longa duragéo de
modo significativo. Nas sinapses entre as células de CA3 e CAL é necessaria a liberacdo de

NO: pelas células de CAL, atuando como mensageiro retrogrado sobre as células de CAS3,



31

sinalizando a necessidade de uma maior liberagdo de glutamato na fenda sinaptica, implicando
em um disparo de potencial de agdo mais efetivo em CA1 (ABUHASAN; SIDDIQUI, 2019;
TAUPIN, 2007).

Em situacdes fisioldgicas, a regulacdo da liberacdo de glutamato nesses circuitos é
feita a partir de estimulos noradrenergicos e serotoninérgicos. Essa modulagéo é necesséria para
que haja a consolidagdo da memoria. A partir da ativacdo da adenil ciclase, gerando aumento
da ativacdo de AMPc (adenosina 3',5'-monofosfato ciclico) e PKA (proteina quinase A),
promovendo consequente aumento do influxo de Ca®* e liberagdo de glutamato na fenda
sinaptica (CIRANNA, 2006).

O GABA também é um neurotransmissor crucial no processo de formacdo de
memoOria, uma vez que sua variacdo implica diretamente na consolidacdo ou ndo das
informac@es. Quanto maior a quantidade de GABA hipocampal, maior a inibi¢do dos neurdnios
presentes na via trisinaptica e com isso, menor € a consolidacdo da memdria (BRIONI, 1993;
CIRANNA, 2006).

1.4.1 Neurotransmissores e Hipocampo

O glutamato € o principal neurotransmissor excitatério dos mamiferos. Tendo um
papel crucial nas transmissfes sinapticas rapidas e na potenciacdo de longo prazo, exercendo
papel de substrato molecular relacionado a aprendizagem e meméria (ATTWELL, 2000). E um
aminoéacido ndo-essencial, que por ndo ter a capacidade de cruzar a barreira hematoencefalica,
é sintetizado por neurbnios a partir de precursores locais, dentre os quais, a glutamina liberada
por células gliais, € o principal nome. O glutamato é sintetizado a partir da acdo da enzima
glutaminase, sintetizada nas mitocondrias, sobre a glutamina captada no terminal pré-sinaptico
(BROSNAN; BROSNAN, 2013; WALKER; VAN DER DONK, 2016). O glutamato também
pode ser sintetizado a partir da transaminagdo do a-cetoglutarato, um metabdlito intermediario
do ciclo de Krebs, assim parte da glicose metabolizada pelas células neurais pode ser utilizada
na sintese do glutamato. Apds ser sintetizado, o glutamato entdo é encapsulado em vesiculas
sinapticas pela agdo dos receptores V-GLUT, sendo liberado posteriormente na fenda sinéptica,
a partir do estimulo promovido pelo influxo de ions Ca?* no terminal ax6nico, o que estimula
um potencial de acdo neuronal com consequente fusdo das vesiculas sindpticas (BROSNAN;
BROSNAN, 2013; WALKER; VAN DER DONK, 2016). Uma parte do glutamato sintetizado
é utilizada ao se ligar nos receptores, outra porcao €é recaptada, principalmente pelas células
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gliais, aonde é reconvertido em glutamina pela enzima glutamina-Sintetase (CRUZAT et al.,
2018).

Em caso da ocorréncia de excesso de glutamato na fenda sinéptica, como é
observado em situacGes de intoxicacdo mercurial ou situacdo de neuropatologias, o glutamato
excedente promove uma despolarizagdo neuronal com consequente abertura dos canais de
calcio operados por voltagem (VOCCs, do inglés, voltage operated calcium channels),
desbalanceando a homeostase desse ion, provocando por consequéncias danos e morte celular
(MAHER et al., 2018).

Os receptores glutamatérgicos séo divididos entre metabotropicos e ionotropicos,
0s receptores metabotropicos, MGLUR, sdo membros da familia de receptores acoplados a
proteina G (GPCrgs), com 7 dominios transmembrana, possuem respostas sinapticas mais lentas,
propagando sinais de aumento ou reducdo da excitabilidade celular. Ja na classe de receptores
ionotrdpicos (IGLUR), temos a subdivisdo entre NMDA e Nao-NMDA (AMPA e Cainato),
sendo os ultimos dois, transportadores de ions Na*, sendo promovido um potencial de acdo
excitatorio a partir da ligacdo do Glutamato a esses receptores. Os receptores da classe de
NMDA s3o canais idnicos permeaveis aos ions Ca®*, e necessitam de uma despolarizagéo
prévia, para serem abertos, despolarizacéo essa, promovida pelos receptores AMPA e Cainato,
que estimulam um efluxo de Mg?* (bloqueador dos canais), 0 que gera um aumento no influxo
de Na*, Ca?" e efluxo de K*. Uma observagdo importante ¢ o fato de esses receptores s serem
ativados em estimulos muito intensos. O glutamato esta associado ao aprendizado e a memoria
por repeticdo, no hipocampo, as células da principal camada, células granulares e piramidais,
sdo glutamatérgicas de acdo excitatdria, enquanto os interneurdnios sdo gabaérgicos de acao
inibitéria (SCHEEFHALS; MACGILLAVRY, 2018; SPURNY et al., 2020).

As células da camada Il do cortex entorrinal, principais aferéncias do hipocampo,
também sdo glutamatérgicas de agdes excitatorias. Sendo assim, o Hipocampo € principalmente
dividido em um circuito trisinaptico glutamatérgico, emissor de impulsos unidirecionais
excitatorios. L-GLUT D e L-ASP, estdo presentes em neurdnios e celulas gliais, sendo
transportados por transportadores de alta afinidade na membrana plasmatica. O L-GLUT
também ¢é transportado em vesiculas sinapticas independentes de gradiente de Na+ e
dependente de Na+K+ATPase (TAUPIN, 2007).

Ja entre 0s neurotransmissores com agdes inibitorias, o GABA é o principal
neurotransmissor no cortex adulto, sendo encontrado principalmente em interneurdnios,
circuitos locais e células de Purkinje (ROTH; DRAGUHN, 2012). O GABA ¢é sintetizado a

partir da acdo da descarboxilase do acido glutdmico/glutamato descarboxilase, subdivididas em
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GADG65 e GAD67, que em acdo sinérgica com o cofator piridoxal fosfato, a forma ativa da
vitamina B6, convertem aminoacidos excitatorios em GABA. Podendo ter um papel mais
relacionado a neurotransmissdo quando sintetizada pela GAD65, ou fazendo parte dos
mecanismos de surgimento de novas sinapses assim como efeito protetor contra lesdes neurais,
quando sintetizado pela GAD67 (AHNERT-HILGER; JAHN, 2011) podendo também
promover o crescimento de neuritos por estimulo autocrino, com envolvimento dos canais de
Ca?* do tipo L (VAN KESTEREN; SPENCER, 2003). E observado na literatura que um dos
fatores da diminuicéo da sintese de GABA se da pela deficiéncia de Vitamina B6, o que propicia
uma hiperexitacao do sistema nervoso (AHNERT-HILGER; JAHN, 2011; VAN KESTEREN;
SPENCER, 2003).

Os neurdnios gabaérgicos estdo separados dentro de cinco grandes grupos,
presentes em todo o cortex cerebral, sendo os 3 principais presentes no neocortex oS
interneurénios PVALB, neur6nios inibitorios encontrados em todo o cortex cerebral, Os
neurbnios denominados SSP, sdo neurdnios inibitérios amplamente presentes no cortex dos
mamiferos e sdo caracterizados por uma condensada rede sindptica local, possuem baixo limiar
de disparo de potencial de acdo, que persistem na auséncia de entrada sinaptica, € mais
recentemente reconhecidos como uma classe distinta, estdo os neurénios 5-HT3aR-positivos,
ou neurbnios que expressam o receptor 3A de serotonina. Uma vez sintetizado, 0 GABA é
transportado para dentro de vesiculas pelos transportadores da familia TVA; (transportador
vesicular de aminoacidos inibitorios), sendo entdo liberado na fenda sinaptica, apds estimulo
de um potencial de acdo. Pode ser recaptado, tanto em neurénios quanto células gliais, por
transportadores gabaérgicos (GAT), dependentes de Na*, em seguida sofrendo a acdo da enzima
GABAtransaminase, gerando o succinato, que € utilizado no ciclo do &cido citrico (ciclo de
Krebs) (HUANG; PAUL, 2019; LEE et al., 2010; URBAN-CIECKO; BARTH, 2016).

Os receptores gabaérgicos podem ser ionotropicos, GABAA e GABAc, ou
receptores metabotrépicos, GABAg. Os receptores do tipo A e C, sdo majoritariamente
inibitdrios, pois a ligacdo gabaérgica nestes, estimula a abertura de canais de CI", com aumento
do influxo desses ions nas celulas, gerando assim, uma hiperpolarizagéo celular e consequente
resposta inibitoria. Os receptores gabaérgicos metabotropicos também possuem efeitos
inibitorios e podem agir na ativagdo de canais de K* ou blogueando canais de Ca?* promovendo
hiperpolarizagcdo da membrana celular (OLSEN; DELOREY, 2015).

Apesar de serem aminoacidos com agdes neurotransmissoras antagonicas,
recentemente foi observado que tanto células glutamatérgicas quanto GABAGérgicas podem

apresentar producdo de ambos 0s neurotransmissores, mecanismo observado principalmente
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em neurdnios presentes no giro denteado (MUNSTER-WANDOWSKI; GOMEZ-LIRA;
GUTIERREZ, 2013).

A dopamina, um neurotransmissor do grupo das monoaminas, a sintese
dopaminérgica se da a partir de duas reacfes enzimaticas, a primeira consiste da formacéao do
precursor dopaminérgico DOPA, formado a partir da hidroxilacdo da Tirosina. DOPA entédo é
descarboxilada pela agdo da enzima DOPA-descarboxilase, sendo entdo a dopamina, produto
dessa reacdo. Os Neurdnios dopaminérgicos estdo localizados principalmente na area tegmental
ventral no mesencéfalo, com fibras nervosas que se direcionam ao nucleus accumbens e 0
nacleo amigdaloide, estruturas que compdem o sistema limbico (CHINTA; ANDERSEN,
2005).

Apds sintetizada, a dopamina é estocada em vesiculas pela acdo de um
transportador vesicular de monoaminas (TVMA). O estimulo gerado a partir de um potencial
de agdo faz com que ocorra o influxo de Ca?* pelo terminal ax6nico, promovendo assim a fusdo
das vesiculas e consequente liberacdo da dopamina na fenda sinaptica, aonde ira agir sobre seus
receptores. Os receptores dopaminérgicos sdo receptores membros da familia de receptores
acoplados a proteina G, sendo denominado de D1, D2, D3, D4 € Ds. Os receptores D1 e Ds agem
ativando a Adenilciclase via Proteina Gs, consequentemente aumentando 0s niveis
intracelulares de AMPc. J& os receptores D2, D3 e Da, inibem a adenilciclase via proteina Gi
(BHATIA; SAADABADI, 2019; VALENZUELA,; PH; MICHAEL, 2001).

A recaptacdo de dopamina é executada a partir dos terminais axonicos e células
gliais, mediada por um transportador de dopamina Na*dependente (TDA). Seu catabolismo é
efetuado pelas enzimas monoamina oxidase (MAO), uma enzima mitocondrial, e pela catecol-
O-Metiltransferase (COMT), sendo formado o acido acético-dihidroxifenil (DOPAC) pela a¢do
da oxidase MAO, sobre a dopamina, e a metoxitiramina (3-MT) pela acdo da metiltransferase
COMT, sendo DOPAC e 3-MT os metabdlitos primarios do catabolismo dopaminérgico. Esses
metabolitos por sua vez, sofrem acdes das enzimas MAO e COMT, ja citadas, tendo a MAO
acao de oxirreducéo sobre a 3-MT, e a COMT, age metilando o DOPAC, ambas as reacoes
geram um metabdlito final em comum, denominado acido monovanilico (HVA) (BURKE et
al., 2004; NISSINEN; MANNISTO, 2010; VALENZUELA; PH; MICHAEL, 2001).

Os neurdnios dopaminérgicos estdo presentes na maioria das regides cerebrais,
incluindo o cortex, hipocampo e o corpo estriado. A dopamina presente em cérebros adultos
regula movimentos corporais, atencdo, motivacdo, reforco, satisfacdo e recompensa. No
hipocampo, essa monoamina afeta reacOes neurais relacionadas a plasticidade, como a

formagcdo de memdrias de situacBes ndo usuais, que ndo estdo presentes no cotidiano.
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Recentemente, além das fontes de liberacdo de dopamina no hipocampo através da via
mesolimbica, foi observado uma liberacdo dopaminérgica advinda das fibras noradenérgicas
presentes no Locus Ceruleo, relacionada a formacédo de memoria no hipocampo (KENTROS et
al., 2004; LISMAN; GRACE, 2005, MCNAMARA et al.,, 2014; ROSEN; CHEUNG;
SIEGELBAUM, 2015).

A taurina é um aminodcido semi-essencial, intracelular, sendo sintetizada
principalmente nos rins e no figado, como produto final da série de uma série de reagdes
enzimaticas sofridas pela cisteina, que é oxidada pela enzima cisteina dioxigenase, (CDO),
formando-se o cisteinosulfinato como produto dessa reagcdo, € descarboxilado pela
cisteinosulfinato descarboxilase, formando a hipotaurina, essa, por fim, sofre oxireducao por
acao da hipotaurina desidrogenase e € entdo sintetizada a taurina. A taurina, apesar de ter sua
sintese principalmente hepatica, é encontrada em todos os tecidos de mamiferos, incluindo o
tecido cerebral (JAKARIA et al., 2019; SCHAFFER; LOMBARDINI; HUXTABLE, 1998).

A presenca de um grupamento sulfonico (-SO3) na taurina, € um fator que o torna
diferente em estrutura dos demais aminoacidos de modo geral, uma vez que nestes, € observada
a presenca de um grupamento carboxilico (COOH). Apesar de ndo participar da sintese
proteica, a taurina é crucial em processos biolégicos, como o desenvolvimento do sistema
nervoso e em mecanismos imunoldgicos, aonde atua reduzindo o estresse oxidativo e com
repercussdo anti-inflamatoria (SCHAFFER; LOMBARDINI; HUXTABLE, 1998).

A taurina sofre exocitose a partir de um acimulo de ions K* no meio extracelular.
Ja externalizada, a taurina pode agir inibindo o disparo neuronal através da sua ligacdo a
receptores de GABA e glicina. No entanto, a existéncia de receptores especificos de taurina
ainda é uma incognita (LEE et al., 2010; OJA; SARANSAARI, 2017).

1.4.2 Acéo do MeHg sobre o Hipocampo

O MeHg pode ser transportado através da barreira hematoencefalica assim como
através da barreira placentéaria, o que torna a exposicao a esse composto um risco para a salde
tanto de individuos ja formados, quanto para maes e sua prole mesmo em periodo gestacional,
com consequéncias que podem durar mesmo ap0s 0 nascimento, principalmente com danos
documentados no hipocampo e fungdes psicossociais relacionadas a essa estrutura (JACOB,;
SUMATHI, 2019; JACOB; THANGARAJAN, 2018).

E reportado na literatura diferentes efeitos do MeHg sobre o hipocampo, sendo
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efeitos dependentes de idade, dose, tempo de exposi¢do. Algumas caracteristicas comuns sao,
reducdo da populacdo hipocampal de neurbnios, com um aumento da expressdo de proteina
glial fibrilar &cida (do inglés, glial fibrillary acidic protein - GFAP) em filhotes neonatos,
enquanto ha a reducéo de células GFAP-positivas em ratos adultos. E reportado que mesmo em
pequenas doses, astrocitos e neurdnios hipocampais se mostram sensiveis a citotoxicidade
promovida pelo MeHg (BITTENCOURT et al., 2019; HEIMFARTH et al., 2018).

O GFAP, um marcador astrocitario, € um filamento intermediario responsavel pela
forca mecéanica e forma nos astrocitos. O aumento do GFAP pela exposicdo ao MeHg indica
uma possivel reatividade astrocitaria ou astrogliose no tecido hipocampal (JACOB;
SUMATHI, 2019).

Também ¢ observada uma downregulation de BDNF pela exposicdo ao MeHg
hipocampo de ratos. No hipocampo, o BDNF liberado pelos astrdcitos tem um importante papel
na plasticidade sinéptica, pela sua participacdo na promogdo de potenciais de longa duracéo,
que sdo o alicerce da consolidacdo de memdrias e aprendizado (ANDERSSON; LINDQVIST;
OLSON, 1997; JACOB; SUMATHI, 2019).

A exposicdo ao MeHg também promoveu uma downregulation nas proteinas
neurogranina e dendrina em hipocampo de ratos neonatos. A neurogranina € uma proteina
predominantemente expressa no corpo celular, espinha dendritica e dendritos de células
hipocampais. Se liga a calmodulina e regula a avaliabilidade desta para a sinalizagdo de Ca?*
nos neurdnios, com isso possuindo um papel critico na regulacdo da plasticidade sinaptica e
formacédo de sinais de memdria e aprendizado no hipocampo. Ja a dendrina é traduzida a partir
do RNAm somatodendritico e se agrupa nas espinhas dendriticas. Essa proteina modula o
citoesqueleto da célula pés-sinaptica em termos de estrutura e funcdo, o que é crucial para a
plasticidade sinaptica e formac&o de memoria (CHANG et al., 1997; DIEZ-GUERRA, 2010;
HERB et al., 1997; JACOB; SUMATHI, 2019; NEUNER-JEHLE et al., 1996; RANDALL
SLEMMON; FENG; ERHARDT, 2001).

Além disso, a exposicdo ao MeHg, é capaz de induzir um aumento na expressao de
caspase 3 no hipocampo de proles de rato, assim como o0 aumento da liberagao de citocromo C,
e producdo de nitrito, tanto em filhotes quantos em ratos adultos, 0 que demonstra a existéncia
de um pronunciado aumento no estresse oxidativo, e possivel ativacdo de vias apoptoticas
(JACOB; SUMATHI, 2019; LEAO et al., 2017).

Entre os efeitos neurocomportamentais relacionados ao hipocampo estéo,
dificuldade de aprendizado, e memoria deficitaria dentre as quais, reduzida memdria social

factual, memoria espacial de longa duracéo e capacidade de aprendizado, 0 que corrobora com
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0s achados em relacdo a fungdo e morfologia hipocampal (BITTENCOURT et al., 2019;
HEIMFARTH et al., 2018).
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2 JUSTIFICATIVA

Os estudos sobre intoxicacdo por metilmercurio vém crescendo consideravelmente
no Brasil. Desastres relacionados a Hg e outros metais pesados podem aumentar a exposicao
da populacdo ao MeHg, com significativo potencial neurotoxico (BASTA; HACON, 2020; DE
FREITAS et al., 2019; THOMPSON et al., 2020).

Estudos recentes mostraram que a exposicao ao MeHg de forma cronica, pode levar
a perda de memoria, doencas neuroldgicas, distdrbios motores e a um aumento pronunciado de
risco cardiovascular (ATTOFF et al., 2017; EDOFF et al., 2017; LEOCADIO et al., 2020).

Apesar do efeito neurotoxico do MeHg no SNC ser bem conhecido, pouco se sabe
a respeito do efeito do metilmercurio na atividade neuroquimica de neurotransmissores no
hipocampo, uma regido de alta plasticidade do SNC, envolvido com memdria e aprendizagem
em camundongos jovens. O presente estudo visa avaliar as alteracfes dos niveis de aminoacidos
e monoaminas, estresse oxidativo e eventos inflamatdrios promovidos pela exposicao ao MeHg
no hipocampo de camundongos C57BL/6 jovens. Resultados deste estudo podem ajudar a
compreender eventos precoces da intoxicacdo mercurial e sua associacdo com déficits

cognitivos no adulto e risco para doencas neurodegenerativas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

e O presente estudo avaliou o efeito da intoxicagao cronica por MeHg sobre os biomarcadores
inflamatorios, de estresse oxidativo e dosagem de aminoéacido e monoaminas no hipocampo

de camundongos C57BL/6J jovens.

3.2 Objetivos Especificos

e Auvaliar as concentracdes de MeHg no pelo de camundongos C57BL6/J expostos a
intoxicacdo mercurial, para confirmar a exposicao cronica.

e Monitorar o ganho de peso corporal de camundongos C57BL6/J expostos a intoxicacdo
mercurial e controles.

e Auvaliar o estresse oxidativo a partir dos niveis de glutationa e malondialdeido no hipocampo
de camundongos C57BL6/J, apds intoxicacdo mercurial e controles.

e Avaliar as concentragdes de mieloperoxidase (MPO) no hipocampo de camundongos
C57BL6/J, apos intoxicacao mercurial e controles.

e Analisar os niveis da monoamina dopamina e seu metabdlito acido 3,4-diidroxifenilacético
(DOPAC) no hipocampo de camundongos C57BL6/J, ap06s intoxicacdo mercurial e
controles.

e Investigar as concentracdes de aminoacidos (glutamato, glicina, tirosina, taurina e acido
gama-aminobutirico) no hipocampo de camundongos C57BL6/J, ap0s intoxicacao

mercurial e controles.
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4 MATERIAS E METODO

4.1 Animais

Foram utilizados camundongos machos C57BL/6J jovens, com idade de 41 dias e
peso entre 14-16 gramas. Os mesmos foram provenientes do biotério de produgdo do Nucleo
de Biologia Experimental (NUBEX), da Universidade de Fortaleza (UNIFOR) e mantidos sob
rigoroso controle sanitario. Esses animais foram mantidos em microisoladores (Alesco®) em
racks com sistema automatico de ventilacdo, filtragem do ar e controle de luz, com livre acesso
a racdo e 4gua. Os mesmos permaneceram em temperatura controlada de 22°C. Todos 0s
procedimentos foram realizados em biotério Specified Pathogen Free (SPF), com Nivel de
Biosseguranca 1. Os experimentos foram realizados de acordo com as normas do Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) e o protocolo foi aprovado pelo Comité de

Etica em Cuidado Animal da Universidade de Fortaleza, com parecer de n° 015/2015 (Anexo).

4.2 Delineamento Experimental

No 21° dia de vida ocorreu o desmame dos animais. No 41° dia, iniciou-se o
protocolo de intoxicagdo, com a distribuicdo dos animais em dois grupos: - Grupo Controle:
animais, com livre acesso a racdo e agua sem intoxicacgdo; - Grupo MeHg: animais intoxicados,
com livre acesso a racdo e agua com solucdo de cloreto de MeHg (20 mg/L) (Sigma®,
Darmstadt, Alemanha) (Figura 10).
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Figura 10 - Delineamento experimental

« DETERMINAGAO DE MDA,
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Fonte: Autoria propria.

4.2.1 Protocolo de Intoxicacdo mercurial

Os animais do grupo MeHg, receberam durante 20 dias diariamente uma solucéo
de cloreto de MeHg na agua de beber (20 mg/L) (Sigma®, Darmstadt, Alemanha) (no periodo
po6s-natal do dia 41 ao dia 61) (LEOCADIO et al., 2020). Os animais apresentaram um consumo
médio de agua de aproximadamente 6 ml/dia, considerando que cada animal atingiu o peso
médio de 15 gramas ao final do experimento, chegamos ao consumo total de 84 mg/Kg ou 4

mg/Kg/dia.

4.2.2 Eutanasia e coleta de amostras

Os animais foram eutanasiados ao completar 20 dias de intoxicacéo (61 dias de vida
po6s-natal), submetidos a overdose anestésica de cetamina/xilazina, e em seguida realizada a
coleta das amostras. Todo o tecido hipocampal foi cuidadosamente removido, sendo
rapidamente congelado em nitrogénio liquido e posteriormente estocado a -80 °© C para
realizacdo das analises. A coleta dos pelos foi realizado na regido dorsal do animal, apds a

eutanasia para dosagem de metilmercurio.
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4.3 Manejo e descarte do material intoxicado por MeHg

Os animais expostos ao cloreto de MeHg permaneceram por todo tempo em
microisoladores devidamente identificados com adesivos contendo o simbolo de material
contaminante, risco biolégico e o diagrama de Hommel (Figura 11) e com suas devidas

mamadeiras separadas para esse fim.

Figura 11 - Microisoladores com simbolos de risco biolégico e o diagrama de Hommel

ATENCAO!
* Manusear usando o kit de EPI adequado ao
contaminante MetilMercurio.
* N3o trocar dgua dos animais.
* Lavagem das gaiolas de acordo com os
padrdes estabelecidos pelo coordenador do
projeto

Fonte: Adaptado de Pinto, 2018.

Toda manipulagdo dos animais foi feita com materiais de protecdo individual
(EPIs), incluindo mascaras, luvas, gorros, aventais. Os EPIs foram descartados apds serem
utilizados em sacos identificados como risco bioldgico e foram enviados para empresa
especializada para tratamento do material contaminado (incineragéo).

Os microisoladores contaminados foram limpos em &gua corrente por técnicos
treinados portando os EPIs necessarios. O descarte da maravalha contaminada foi feito em saco
com a identificacdo de risco bioldgico e enviada para incineragdo, visto que parte pequena do
MeHg é excretada pela urina e fezes. O descarte das carcacas dos animais foi feito envolvendo-
as em papel aluminio e colocando-as em sacos com identificacdo de risco bioldgico, sendo
enviadas para empresa especializada para tratamento do material contaminado (incineracéo).
Até o envio, as carcagas em saco plastico com identificacdo de risco bioldgico foram
armazenadas em freezer para esse fim.

O preparo da solucdo de MeHg foi realizada em cabine de segurangca com exaustor.

20mg de cloreto de MeHg foram diluidos por litro de agua comum filtrada para administracdo
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aos animais. O produto foi pesado em balanca analitica dentro da cabine de biosseguranca. A
solugédo de cloreto de MeHg (20 mg/L) foi armazenada em container com tampa de
fluoropolimero. O MeHg foi pesado em balanca analitica utilizando papel de filtro.

A administracdo da solucdo de MeHg em mamadeiras envolvidas com papel
aluminio foi feita para os animais do 41° ao 61° dia, ad libitum. A troca da solugdo de MeHg
foi feita semanalmente. A &gua contaminada residual das mamadeiras foi armazenada em
recipientes de plastico, identificados com o diagrama de Hommel e 0 simbolo de risco bioldgico

e armazenados e protegidos em lugar reservado e de acesso controlado (BRASIL, 2018).

4.4 Porcentagem de ganho de peso

Os animais foram pesados em dias alternados com intervalo de 72h, sempre no
periodo da manha, durante o protocolo experimental do 4° ao 61° dia, sendo ao total 18 dias de
pesagem. Ao final foi calculado a porcentagem de ganho de peso entre o grupo controle e o

grupo intoxicado.

4.5 Dosagem de Metilmercuario no pelo

Para obtencdo dos pelos, foi feita tricotomia da regido lombar dos animais através
do uso de lamina de bisturi. Cuidadosamente utilizando uma pinga, 0 material foi obtido e
armazenado em recipientes de vidro de borosilicato, cor @ambar, com tampas contendo batoques
feitos a partir de depolitetrafluorretileno, garantindo a ndo evaporacao do produto (EPA, 1998).
Os frascos foram sinalizados com uma etiqueta azul contendo as precaucgdes e cuidados com o
contato da pele, olhos, roupas e inalagdo, bem como instrucdes sobre a ventilacdo adequada
(EPA, 1998; KASPER et al., 2014).

Apbs a coleta do material e armazenagem, o material foi enviado para o
departamento e quimica da Universidade Federal de Minas Gerais — UFMG, para ser submetido
ao método de espectofotometria de absorcao atdbmica. As vidrarias utilizadas nos procedimentos
analiticos foram previamente mantidas em solu¢do de HNO3 10%, por 24 h, KMnO4 em
solucdo H2SO4 e NH20H HCI a 10%, lavados com &gua corrente, e posteriormente lavados

com agua destilada e deionizada em sistema Milli-Q e secos em estufa a temperatura de 50°C.
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As determinagdes de Hg total nas amostras foram realizadas de acordo com o
método analitico proposto por Akagi, Malm e Branches (1996), sendo descrito resumidamente
a seguir: amostras foram pesadas e acondicionadas em frascos de digestdo de aproximadamente
50 mL. Em seguida, foram adicionados 2 mL de HNO3 + HCIO4 (1:1), 5 mL de H2SO4, 1 mL
de H20 deionizada. Apo6s agitacdo, os frascos de digestdo foram levados a chapa aquecedora a
temperatura de 222 ° C durante 20 minutos. Em seguida, as solugdes foram resfriadas a
temperatura ambiente, transferidas para baldo volumétrico de 50 mL, aferidas e
homogeneizadas com agua. Na realizacdo das analises foram utilizados reagentes da marca
Merck. As determinagdes de Hg2+ nas amostras foram feitas por espectrofotometria de
absorcdo atbmica com sistema de geracdo de vapor a frio, utilizando-se analisador direto de
mercurio (MASCARENHAS et al., 2004).

Os resultados foram expressos em média + erro padrdo da média (EPM), sendo
comparados os valores de concentracdo de mercdrio dos animais expostos ao dos animais

controles (ndo intoxicados)

4.6 Avaliacdo de Estresse Oxidativo em amostras de hipocampo

4.6.1 Determinacéo de glutationa — GSH

A glutationa reduzida (GSH) é uma molécula néo proteica que tem como principal
papel, sua acdo antioxidante, sendo essencial na protecdo das células contra o
estresse oxidativo e na multiplicacdo dos linfocitos (JUNIOR et al., 2001).

A determinacdo dos niveis de grupamentos sulfidrilas ndo proteicas (NP-SHs) foi
determinado pelo método que utiliza o reagente de Ellman’s, o &cido 5,5-ditiobis (2-
nitrobenzdico) (DTNB) (SEDLAK; LINDSAY, 1968). Para isso, as amostras de hipocampo
foram pesadas e homogeneizadas em solucdo de acido etilenodiaminotetracético gelado
(EDTA, 0,02 M; pH 8,9), em 10% de proporg¢édo, com auxilio do homogeneizador de tecidos,
40 pL do homogenatos foram misturados com 50 uL. de agua destilada, mais 10 uL de acido
tricloroacético (TCA, 50%) e centrifugados a 5000 rpm por 15 minutos, a 4 °C.

O sobrenadante obtido foi pipetado em placa de 96 pogos com tampé&o Trizma (0,4
M) mais EDTA (0,02 M, pH 8,9) e DTNB (0,01 M). A absorbancia foi mensurada em leitor de
microplaca, dentro de 5 minutos depois da adi¢cdo de DTNB, em comprimento de onda de 412
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nm. Os valores das absorbancias foram interpolados a curva padréo de glutationa e os resultados

foram expressos como umol de NP-SH por miligrama de proteina (umol/mg de proteina).

4.6.2 Determinacdo de Malondialdeido - MDA

A presenca de estresse oxidativo tem como alvo o ataque aos &cidos
graxos dos lipidios da membrana, terminando com a quebra de lipideo peroxidado, producéo
do metabolito Malondialdeido (MDA) e outros produtos (GOMES, 2006).

As amostras de hipocampo foram removidas, pesadas e homogeneizadas em
tampado fosfato de sddio gelado (0,1 M, pH = 7,0), com homogeneizador de tecido na propor¢éo
de 10%. Em seguida 0 homogenato foi centrifugado a 10.000 rpm, durante 5 minutos, a 4 °C.
Aliquotas de 100 pL do sobrenadante foram misturadas com acido acético 20% e &cido 2-
tiobarbitdrico 0,5% (diluido em &cido acético 20%, pH 2,4 - 2,6). A mistura foi transferida para
0 banho-maria com temperatura de 95°C, onde ficou durante 1 hora, a amostra foi
homogeneizada a cada 15 minutos e sequencialmente para o banho de gelo onde ficou durante
30 minutos. Em seguida recebeu dodecil sulfato de sodio (SDS, 8,1%) e foi imediatamente
centrifugada a 12.000 rpm, durante 15 minutos, a 25 °C. A leitura da amostra foi realizada em
espectrofotdbmetro com comprimento de onda em 532 nm. A curva padrdo foi obtida usando
1,1,3,3-tetrametoxipropano como padrdo. Os resultados foram expressos em nanomols de

MDA por miligrama de proteina (nmol/mg de proteina).

4.7 Avaliacédo da Mieloperoxidase - MPO em amostras de hipocampo

4.7.1 Imunoensaio de Mieloperoxidase — MPO

A mieloperoxidase (MPQO) é uma enzima produzida por células imunes, dentre as
quais, suas principais produtoras sdo os neutrofilos, sendo armazenada nos granulos primarios
ou azurofilos (KLEBANOFF, 2005), o que permite estimar a sua infiltragdo no foco
inflamatdrio por dosagem da sua atividade (ARNHOLD; FLEMMIG, 2010), uma vez que as
concentracdes teciduais da MPO estdo relacionadas com o numero de neutréfilos no tecido
estudado (GENOVESE et al., 2006) A partir disto, € comum sua utilizagdo como um marcador

quantitativo da infiltracdo de neutrdfilos nos processos inflamatorios em varios tecidos.
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O ensaio foi feito de acordo com as instrugdes do Kit Mouse Mouse DuoSet ELISA
AF3667 (R&D systems). As amostras de hipocampo que foram diluidas em tamp&o RIPA para
realizar a quantificacdo de proteinas foram novamente diluidas no reagente diluente (RD)
especifico do kit em uso, sendo usada a proporcao de 1:1 (ex: 50 uL de amostra e 50 pL de RD)
e armazenados sob refrigeracéo (- 4°C).

Foram utilizadas placas para ELISA de 96 pocos. Inicialmente os pogos foram
preenchidos 100 uL do anticorpo de captura e ficaram overnight a temperatura ambiente (TA).
Seguiu-se a lavagem da placa, pondo tampé&o de lavagem do préprio kit, 200 pL por poco, e em
seguida a secagem da placa impondo uma forca sobre uma superficie plana revestida com papel
com propriedades absorventes (todo o processo de lavagem foi repetido por trés vezes). Logo
apos foi feito o blogqueio de cada pogo com 250 pL de RD e a placa foi deixada em repouso por
1 horaem TA.

Ap0s essa etapa foi realizado novo processo de lavagem e em seguida adicionadas
amostras e curva padrdo, 100 uL em cada po¢o (mantidos em repouso por 2 h em TA). Apos
essa etapa foi feita outra etapa de lavagem e adicionado 100 pL de anticorpo de detec¢do em
cada poco (mantido por 2 h em TA), precedido de outra etapa de lavagem. Logo apo6s foi
adicionado a streptavidina HRP (100 pL) e foi mantido por 20 minutos em TA, protegido da
luz. Apds mais um procedimento de lavagem foi feita a juncdo de uma parte de CRA com 1
parte de CRB, na proporcéo de 1:1, totalizando-se um volume de 100 uL da solugdo CRA e
CRB em cada pog¢o, mantendo-se a placa em repouso por 30 minutos, TA, protegida da luz. Ao
final, foi adicionado 50 pL de solucdo de parada e realizada uma leve agitacdo, seguida de
leitura imediata em 450 a 540 nm. Os resultados foram expressos em picograma por mg de

proteinas (pg/mg de proteinas).

4.8 Dosagem de Monoaminas e Aminoacidos em amostras de hipocampo

Monoaminas sdo moléculas derivadas da descarboxilacdo de aminoacidos, sendo
compostos labeis, com determinagdo tecidual influenciada por uma série de varidveis pre-
analiticas. Niveis elevados de monoaminas também sdo encontradas no trauma, pos-
operatorios, frio, ansiedade,suspenséo de clonidina e doencas graves intercorrentes.

Para a deteccdo dos niveis de catecolaminas foi utilizado o equipamento de HPLC

(cromatografia liquida de alto desempenho) da WATERS modelo Alliance por deteccdo
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eletroquimica e os niveis de aminoécidos por deteccdo fluorescéncia. Os hipocampos foram
homogeneizados em &cido perclérico (HCLO4 a 1%) por aproximadamente 30 segundos e 0
homogenato foi colocado em tubos Eppendorf de 2 mL para centrifugacdo por 15 minutos em
centrifuga refrigerada a 14000 rpm.

Uma aliquota de 20uL do sobrenadante foi entdo injetada no equipamento de HPLC
para serem analisadas. Para as analises de monoaminas foi utilizada uma coluna Symetry® C18
com comprimento de 150mm, calibre 4,6cm e diametro da particula de 5,0um, da WATERS.
A fase movel utilizada foi composta por tampéo acido critico 0,163M, pH 3,5 contendo acido
octanosulfénico sédico 0,69 M (SOS) como reagente formador do par ibnico, acetonitrila 4%
v/v e tetrahidrofurano 1,7%v/v. Dopamina (DA), &cido diidroxifenilacético (DOPAC), acido
homovanilico (HVA), serotonina (5-HT), acido hidroxiindolacético (5-HIAA) e noradrenalina
(NE) serdo eletroquimicamente detectados usando-se um detector amperométrico.

Aminoécidos como glutamato, glicina, tirosina, taurina e GABA, foram
quantificados por detector fluorescéncia seguindo as seguintes condi¢Ges cromatograficas: A
fase movel foi composta por Tampao fosfato de sédio 50 mM e metanol 20% v/v ( Fase A) e
Metanol (Fase B), em fluxo de 1 ml/min. Foi utilizada uma coluna LUNA® C18 com
comprimento de 25cm, calibre 4,6cm e diametro da particula de 5um, da Phenomenex. Nas
amostras foi utilizada para deteccéo fluorescéncia uma aliquota de reagente de derivatizagdo na
proporcédo de 1:1 composto por: o-phthaldialdeido, Etanol, 2-mercapetanol e tampdao borato.

4.9 Analise estatistica

Os resultados foram expressos em média + erro padrdo da média (EPM). O teste T
de Student ndo pareado foi utilizado para comparar os grupos. Na analise de ganho de peso foi
utilizado o teste Two-way ANOVA. Para indicar diferencas significativas foi utilizado valor de
p <0,05. Para construcdo dos graficos e analise estatistica foi utilizado o programa Graph Pad
Prism (GraphPad Prism 7 Software, San Diego, CA, USA).
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5 RESULTADOS

5.1 Andlise da concentracao de MeHg por kg de pelo

Apds a exposicao dos animais a dose de 20mg/L de MeHg na &gua deber durante
um periodo de 20 dias, foi observado um aumento significante nos niveis de Hg no pelo, onde
0 grupo MeHg alcancou (355 £ 55,4 mg/Kg) (**** p < 0,0001), quando comparado ao grupo
C (0,69 = 0,05 mg/Kg) (Figura 12).

Figura 12 - Concentracdo de MeHg por kg de pelo
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Os valores foram expressos em média = EPM, de 6 animais no grupo Controle e 6 animais no grupo MeHg, com
0 **** n < 0,0001 (teste T de Student ndo pareado).

5.2 Percentual de ganho peso dos grupos experimentais

Apos a exposicdo dos animais a dose de 20mg/L de MeHg na &gua deber durante
um periodo de 20 dias, os animais do grupo MeHg, (200 + 23,3%) apresentaram menor ganho
de peso (**** p <0,0001) quando comparados aos animais do grupo Controle (244, + 14,8%)
(Figura 13).
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Figura 13 — Percentual de ganho de peso dos grupos experimentais

300+
s 2501 -0~ Controle
O
€ v @ MeHg
o 2004
)
)
o
X 1504

100' T T T T T T

1 10 20 29 38 50 61
Dias

Os valores foram expressos em % do valor de peso inicial e média = EPM, de 5 animais no grupo Controle e 5
animais no grupo MeHg, com o **** p < 0,0001 (teste Two-way ANOVA).

5.3 Analise de Estresse Oxidativo no hipocampo

5.3.1 Dosagem de glutationa redusida (GSH)

Os animais expostos a dose de 20mg/L de MeHg na 4gua deber durante um periodo
de 20 dias, demostraram uma reducdo significante na concentracdo de GSH nas amostras de
hipocampo (1,801 + 0,060) (*** p < 0,0005) quando comparadas as amostras do grupo Controle
(5,386 £ 0,21) (Figura 14).
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Figura 14 — Dosagem de GSH em amostras de hipocampo
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Os valores foram expressos em média = EPM de 11 animais no grupo Controle e 11 animais no grupo MeHg, com
0 *** p < 0,0005 (teste T de Student ndo pareado).

5.3.2 Dosagem de malondialdeido (MDA)
Apos 20 dias de exposicdo dos animais a dose de 20mg/L de MeHg na agua de
beber, as concentragdes de MDA aumentaram significantemente no grupo MeHg (10,65 + 0,23)

(**** p < 0,0001) quando comparados ao grupo Controle (6,54 + 0,30) (Figura 15).

Figura 15 — Dosagem de MDA em amostras de hipocampo
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Os valores foram expressos em média = EPM de 11 animais no grupo Controle e 11 animais no grupo MeHg, com
0 **** n < 0,0001 (teste T de Student ndo pareado).
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5.4 Avaliacdo das concentragdes de MPO no hipocampo
5.4.1 Dosagem de mieloperoxidase (MPO)
Apbs 20 dias de exposicao dos animais a dose de 20mg/L de MeHg na agua de

beber, constatou-se diferenca significante na concentracdo da MPO entre os grupos, com um

aumento no grupo MeHg (2333 + 10,6) (**** p < 0,0001) quando comparado ao grupo Controle
(1312 £ 5,92) (Figura 16).

Figura 16 - Avaliacdo da concentracdo de MPO em hipocampo
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Os valores foram expressos em média =+ EPM de 19 animais no grupo Controle) e 19 animais no grupo MeHg,
com o **** p < (0,0001 (teste T de Student ndo pareado).

5.5 Andlise de Monoaminas no hipocampo
5.5.1 Dosagem de dopamina (DA)
Apos a exposicdo dos animais a dose de 20mg/L de MeHg na agua de beber, por

20 dias, as concentracfes de dopamina dosadas no hipocampo ndo demonstraram diferenca
siginificantes entre os grupos (Figura 17).
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Figura 17 - Andlise da concentracdo de DA em hipocampo de camundogos C57BL/6
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Os valores foram expressos em média £ EPM de 8 animais no grupo Controle e 8 animais no grupo MeHg, sem
valores significativos (teste T de Student ndo pareado).

5.5.2 Dosagem de Acido 3,4-diidroxifenilacético (DOPAC)

Posteriormente a exposi¢do dos animais a dose de 20mg/L de MeHg na agua de
beber por 20 dias, foi observado um aumento significante na analise de DOPAC nas amostras
de hipocampo do grupo MeHg (0,41 + 0,081) (*** p < 0,0003) em relacdo as amostras do grupo

Controle (0,08 £ 0,012) (Figura 18).

Figura 18 - Analise da concentracdo de DOPAC em hipocampo de camundogos C57BL/6
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Os valores foram expressos em média + EPM de 8 animais no grupo Controle e 8 animais no grupo MeHg, com
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0 *** p < 0,0003 (teste T de Student ndo pareado).

5.6 Andlise de Aminoé&cidos no hipocampo

5.6.1 Dosagem de glutamato

Posteriormente a exposi¢do dos animais a dose de 20mg/L de MeHg na agua de
beber por 20 dias, foi observado um aumento significante nos niveis de glutamato das amostras
de hipocampo do grupo MeHg (251,9 * 26,68) (** p < 0,003) quando comparados as amostras
do grupo Controle (129,1 + 22,48) (Figura 19).

Figura 19 - Analise da concentracdo de glutamato em hipocampo de camundogos C57BL/6
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Os valores foram expressos em média + EPM de 8 animais no grupo Controle e 8 animais no grupo MeHg, com o
**p < 0,003 (teste T de Student ndo pareado).

5.6.2 Dosagem de glicina

Apo0s a exposicdo dos animais a dose de 20mg/L de MeHg na agua deber durante
um periodo 20 dias, ndo houve diferenca siginificantes entre os grupos, em relacdo as

concentracgdes de glicina dosadas no hipocampo (Figura 20).
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Figura 20 - Analise da concentracdo de glicina em hipocampo de camundogos C57BL/6
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Os valores foram expressos pela média + EPM de 10 animais no grupo Controle e 11 animais no grupo MeHg,
sem valores significativos (teste T de Student ndo pareado).

5.6.3 Dosagem de Taurina
Apos 20 dias de exposicdao dos animais a dose de 20mg/L de MeHg na agua de
beber, os niveis de taurina aumentaram nas amostras de hipocampo do grupo MeHg (1141 +

234) (* p < 0,05) em relacdo ao grupo Controle (542,5 + 126,7) (Figura 21).

Figura 21 - Analise da concentragdo de taurina em hipocampo de camundogos C57BL/6
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Os valores foram expressos pela média + EPM de 8 animais no grupo Controle e 9 animais no grupo MeHg, com
0 * p < 0,05 (teste T de Student ndo pareado).
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5.6.4 Dosagem de tirosina
Posteriormente exposi¢do dos animais a dose de 20mg/L de MeHg na agua de beber
durante um periodo 20 dias, ndo foi observada diferenca siginificantes entre os grupos, em

relagdo as concentragdes de tirosina dosadas no hipocampo (Figura 22).

Figura 22 - Andlise da concentracao de tirosina em hipocampo de camundogos C57BL/6
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Os valores foram expressos em média £ EPM de 9 animais no grupo Controle e 8 animais no grupo MeHg, sem
valores significativos (teste T de Student ndo pareado).

5.6.5 Dosagem de GABA

Apbs 20 dias de exposicdo a dose de 20mg/L de MeHg na dgua de beber, observou-
se um aumento significante na concentracdo de GABA no hipocampo grupo MeHg (16775 *
1592) (** p < 0,002) em comparacéo ao grupo Controle (7642 + 1964) (Figura 23).
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Figura 23 - Analise da concentragdo de GABA em hipocampo de camundogos C57BL/6
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Os valores foram expressos em média + EPM de 8 animais no grupo Controle e 9 animais no grupo MeHg, com o
**n < 0,002 (teste T de Student ndo pareado).
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6 DISCUSSAO

Como exposto anteriormente, 0s impactos do Hg enquanto agente intoxicante, tem
cada vez mais sido evidenciados, uma vez que, ndo s6 no Brasil, como em todo o mundo se
torna cada vez mais publicas as situagdes em garimpos e minas, que acarretam danos ao bioma
no qual estdo inseridos, principalmente atraves do despejo de rejeitos, deste modo, expondo o
Hg a um ciclo que culmina na producdo do MeHg pelo metabolismo bacteriano, intoxicando
assim, plantas, peixes e 0 ser humano.

O MeHg tem seu efeito citotdxico ja documentado na literatura, mesmo em baixas
doses. Os relatos quanto aos seus efeitos deletérios sobre o sistema nervoso, em situagdes in
vivo, apesar de abundantes, tem um foco em exposicdes a pequenas doses, ou em curtos espacos
de tempo, Principalmente quando avaliados os niveis de neurotransmissores. Havendo uma
necessidade de maior elucidacéo quanto ao carater neurotdxico exercido pelo MeHg a partir de
uma exposicao prolongada em altas doses.

O presente estudo utilizou a dose de 20mg/L de MeHg na agua de beber de
camundongos C57BL/6, por um periodo de 20 dias, do 41° ao 61° dia de vida (LEOCADIO et
al., 2020), sendo em seguida feita a eutanasia dos animais e posterior remocao do tecido
hipocampal para analise.

Foram avaliados os seguintes aspectos para fins de comparacao entre o grupo de
animais controle e o grupo intoxicado por MeHg: dosagem de MeHg no pelo dos animais, curva
do ganho de peso, analise de marcadores de estresse oxidativo e inflamacéo, sendo esses, MDA,
GSH e MPO, além da quantificacdo dos neurotransmissores das classes dos aminoacidos e
monoaminas hipocampais.

Para avaliacdo e comprovacao da intoxicacdo mercurial, os animais tiveram o pelo
cortado e enviado para andlise, sendo observado que o grupo controle apresentou niveis
insignificantes de Hg por Kg de Pelo, enquanto os animais do grupo intoxicado apresentaram
quase 500 vezes mais Hg presente por kg de pelo. Em humanos, a dosagem dos niveis de Hg
no cabelo ja é bem estabelecida como um pardmetro para avaliagdo de intoxicagdo Mercurial
(FEITOSA-SANTANA et al., 2018), sendo o limite indicado de 2mg.kg-:, segundo parametros
de seguranca estabelecidos pela Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2003).

A curva de peso dos grupos apresentou uma diferenca significante, com um ganho

de peso maior nos animais do grupo controle, em relacdo ao grupo intoxicado, principalmente
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nas 8 pesagens ocorridas entre o 38° dia e o 61°dia (dia do sacrificio). J& € bem relatado na
literatura que o MeHg promove um reduzido ganho de peso mesmo em exposicdes a baixas
doses (MAIA, 2009), fato que pode ser explicado pelos fatores estressantes induzidos pelo
MeHg no Trato gastrointestinal, como alteracbes no comportamento da microbiota, com
consequentes respostas inflamatoérias e aumento de estresse oxidativo (LIN et al., 2020).

No SNC, o MeHg também promove o0 aumento do estresse oxidativo, assim como
reacOes inflamatorias de modo agudo e crénico, algo ja amplamente documentado na literatura,
como uma pronunciada elevacdo na expressao e quantidade de citocinas pré-inflamatorias,
assim como a presenca de infiltrados neutrofilicos com consequente producdo de MPO,
deplecdo das moléculas de GSH, aumento dos niveis de MDA e reduzida atividade da GPx a
(FRANCO et al., 2009; FARINA; ASCHNER, 2019).

As moléculas que participam dos mecanismos de estresse oxidativo do MeHg, pela
sua caracteristica eletrofilica, estdo os ja citados grupos de -tiois e -selenois, dentre essas, GSH
e GPx por exercerem papeis cruciais como parte do sistema antioxidante relacionado ao ciclo
metabolico da Glutationa, sendo recorrente a reducdo nos niveis de GSH assim como aumento
da producédo de MDA em estudos que avaliaram intoxicacdo mercurial in vivo (DOS SANTOS
et al., 2018; FARINA; ASCHNER, 2019), no presente trabalho, foram dosados para avaliacdo
do estresse oxidativo provocado por MeHg no hipocampo, os niveis de MPO, MDA e GSH,
além da atividade da MPO, para a comprovacao da ocorréncia de eventos inflamatorios.

Niveis elevados de MPO, enzima presente nos granulos primarios ou azuréfilos dos
neutrofilos, demonstram a existéncia de eventos inflamatérios como atividades bioldgicas pro-
aterogénicas, ou a formacdo acentuada de EROS, uma vez que € uma das moléculas
catalizadoras de tal reacdo (ROMAN; WENDLAND; POLANCZYK, 2008). No presente
estudo, foi observado que os niveis de MPO no grupo de animais intoxicado por MeHg foram
significantemente mais elevados que os encontrados no grupo controle, o que levar a crer que
0 MeHg induziu uma atividade inflamatdria com infiltrado neutrofilico no tecido hipocampal,
dentro do contexto de exposicdo a altas doses em um periodo de exposic¢do subcronico.

O MDA é um dos mais classicos marcadores de estresse oxidativos, por ser o
produto secundario da peroxidacao lipidica mais conhecido (GROTTO et al., 2008), no presente
estudo, a exposicdo ao MeHg pela agua de beber promoveu um aumento significativo nos niveis

de MDA hipocampais em compara¢éo aos animais do grupo controle, o que sugere ter havido
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um aumento da peroxidacgéo lipidica no tecido hipocampal, induzido pela agdo neurotoxica do
MeHg.

Na dosagem de GSH, foi observado uma diferenca significativa entre 0s
hipocampos dos animais do grupo controle e grupo intoxicado, com uma quantidade reduzida
de GSH no grupo intoxicado. Demonstrando que o MeHg promoveu uma producdo de EROS
suprafisioldgica, com consequente tentativa de compensacgdo do organismo na busca de uma da
acao mais efetiva com aumento do consumo de GSH buscando uma inativacao destas espécies
reativas de oxigeénio.

A deplecéo do antioxidante GSH exacerba a neurotoxicidade do glutamato. Sendo
evidenciado na literatura, que na presenca do MeHg a ativagdo dos receptores NMDA leva a
geracdo de O2— e consequente morte celular (ASCHNER; SYVERSEN, 2005).

A partir disto, foi no presente estudo, feito a quantificacdo do glutamato e dos outros
neurotransmissores presentes no tecido hipocampal dos animais submetidos a intoxicacao por
MeHg, os quais foram avaliados apds 20 dias de exposicdo a altas doses do composto na agua
de beber. As dosagens de neurotransmissores, foram feitas a partir da técnica de Cromatografia
liquida de alta eficiéncia, do inglés (HPLC), como ja mencionado posteriormente no topico de
materiais e métodos.

Quando quantificados os neurotransmissores da classe de catecolaminas, apenas
dopamina demonstrou niveis presentes no tecido hipocampal passiveis de leitura, enquanto dos
metabolitos, foi possivel a mensuracdo apenas das quantidades de DOPAC.

No cérebro desenvolvido, a dopamina dentre outras acdes, esta relacionada a
motivagdo, atencdo, regulagdo de movimento e recompensa, 0 desbalanceamento desse
neurotransmissor € relacionado desordens neuroldgicas além de uma suscetibilidade a vicios
(VALENZUELA; PH; MICHAEL, 2001).

Os niveis de dopamina (DA) ndo apresentaram diferencas significativas entre os
grupos. Quando comparados os niveis do metabolito DOPAC, foi observada uma diferencga
expressiva, sendo os niveis encontrados no grupo intoxicado por MeHg mais elevados que no
grupo controle. O que indica uma alteracdo dopaminérgica pronunciada pela metabolizagéo
desbalanceada de DA, com consequente aumento de producdo do metabolito primario DOPAC
mas ndo do metabolito secundario HVA, o que pode indicar uma agéo inibitéria do MeHg sobre
a enzima COMT, ou ainda um hiperestimulo, o que explicaria a ndo formacdo de HVA, pois

para a formacdo deste é necessario que o DOPAC sofra uma metilagdo da COMT, porém a
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sintese de DOPAC é catalisada pela oxidase MAO. Os metabdlitos, assim como a DA se
mostram alterados quando avaliados em tecidos cerebrais de camundongos e culturas de células
neurais com respostas variaveis de acordo com a idade, dose, via de administracao, tempo de
exposicao além da regido cerebral avaliada (COCCINI et al., 2011). O motivo seria o fato de o
MeHg promover, em células neurais, respostas inibitdrias sobre os transportadores de dopamina
(DAT), tanto em situacgdes in vitro (SHAO; CHAN, 2015), quanto em situagfes in vivo
(DREIEM et al., 2009; FARO et al., 2002). Além disso, uma vez que 0s receptores
dopaminérgicos D2, D3 e D4, agem inibindo a adenilciclase por sua interacdo com a proteina
Gi, pode haver uma possivel acdo do MeHg intensificando a ativagdo destes, 0 que seria um
dos fatores de desbalan¢o na producdo de AMPCc.

No presente estudo, os niveis de tirosina no hipocampo nos animais do grupo
controle e do grupo intoxicado ndo apresentaram diferenca significante, assim como o0s niveis
de glicina, ndo representando no contexto do presente estudo, um papel crucial nas repercussoes
neurais do MeHg especificamente sobre o hipocampo, apesar de alteracbes sobre o
metabolismo desses neurotransmissores em modelos in vitro, tendo o MeHg, quando
administrado durante a diferenciacdo neuronal, promovido alteracbes epigenéticas sobre a
producdo de catecolaminas, principalmente supressao dos genes de tirosina hidroxilase (GO et
al., 2018), e em culturas com células de tecido cerebral microvascular, o MeHg foi capaz de
promover uma inibicdo da atividade enzimatica da tirosina fosfatase 1B (YOSHIDA et al.,
2017).

O glutamato, é o principal neurotransmissor excitatorio do SNC, assim como
principal neurotransmissor presente nas sinapses hipocampais, por isso sendo um importante
agente no aprendizado e fixacdo de memdrias. Uma vez que o MeHg atinge as atividades no
SNC, tendo como alvo principal os astrocitos e neurdnios, ha o desbalanceamento dos
mecanismos homeostaticos, incluindo os estimulos excitatorios promovidos pela ligacdo do
glutamato aos receptores NMDA, uma vez que esses estdo hiperativados, acarretando assim,
um excesso de glutamato na fenda sinaptica, despolarizacio celular e uma sobrecarga de Ca?*
intracelular a partir da abertura de canais VOCCs, o que pode implicar em uma maior
reatividade dos receptores V-GLUT, iniciando assim um ciclo de liberacdo desequilibrada de
glutamato, formacdo de EROS como O2™ , com consequente promocao da ativagédo de vias da
MAPK, p38, caspase-3 e Bax/Bcl-2, por fim culminando na morte celular (ASCHNER;
SYVERSEN, 2005; YANG et al., 2020).
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No presente estudo, foi observado um aumento significante quando comparados 0s
niveis de glutamato dos grupos C e Hg, corroborando com os achados de Feng et al. (2017), em
estudo no qual foi observado que o glutamato teve sua sintese elevada a partir da exposi¢édo ao
MeHg administrado por via intraperitoneal por 4 semanas, induzindo uma queda de atividade
da glutamina sintetase (GS), elevada atividade da glutaminase ativada por fosfato (GAT),
gerando uma hiperexitabilidade, que pode levar a um dano ou mesmo a morte celular, pelo
aumento na producdo de EROS citado posteriormente.

Além disso, foi observado um aumento significante, quando avaliados os niveis do
Neurotransmissor GABA, aminoécido com acdo majoritariamente inibitoria, no tecido
hipocampal dos animais expostos a altas doses do MeHg em compara¢do com os animais do
grupo controle.

Como visto por Minnema, Cooper e Greenland, (1989), a exposi¢do ao MeHg é
capaz aumenta liberacdo espontdnea de GABA em sinaptossomos de cérebro de rato na
auséncia de Ca2 + extracelular, além disso, 0 MeHg estimulou respostas nervosas de células
tronco neurais humanas a partir de um aumento transitério a sensibilidade ou disponibilidade
de GABA pos-sinaptico.

Tendo em vista que os eventos celulares dependentes de GABA e dopamina sao
altamente sensiveis ao MeHg, principalmente os relacionados a processamento de recompensa
e em regibes corticais associadas a escolhas, principalmente no tecido neural em
desenvolvimento, tendo efeitos sobre 0 SNC que persistem mesmo ap0s a interrupcdo da
exposicdo ao MeHg, tanto em questdes neuropsicoldgicas quanto neuroquimicas (NEWLAND
et al., 2006; NEWLAND; PALETZ; REED, 2008).

Podemos inferir que além de uma alteracdo nos niveis de GABA, e anteriormente
citada, potencial desregulacdo no metabolismo dopaminérgico, também exista uma
desregulacdo na sensibilidade a sinalizacdo desses neurotransmissores, agindo principalmente
a nivel neuronal, uma vez que é nessas células que se encontra a maior concentracdo desse
neurotransmissor.

Levando em conta os fatos anteriores e que 0s receptores gabaérgicos respondem a
intoxicacdo mercurial de modo distinto a depender da célula que o receptor estd localizado
(YUAN; ATCHISON, 2003), é crucial entender a importancia dessas informacdes a nivel de
intoxicacdo mercurial principalmente de populaces ribeirinhas, cujos moradores sejam desde

cedo, as vezes mesmo antes de nascer, expostos ao contato com o MeHg ou outra forma de Hg.
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Sendo o0 GABA, um dos neurotransmissores mais importantes na consolidacdo da memoria,
como jé citado, pois a partir do seu aumento, hd uma reducéo da consolidacdo da memadria, pela
inibicdo dos neurbnios presentes na via trisinaptica hipocampal.

Um dos possiveis motivos do similar desbalanco sobre a homeostase dos
aminoacidos GABA e glutamato, pode estar no fato de o MeHg ser um potencial agente
desregulador do metabolismo da glutamina, que esté diretamente envolvida tanto nos processos
glutamatérgicos quanto gabaérgicos. O MeHg age sobre a enzima glutamina Sintetase (GS),
alterando sua atividade com repercussdes dependentes de dose e tempo em situacdes in vitro e
dependente de idade, dose e tempo em situagdes in vivo (KWON; PARK, 2003; YIN et al.,
2007).

No presente estudo foi observado uma maior quantidade de taurina no tecido
hipocampal dos animais expostos ao MeHg, em comparacao aos animais do grupo controle. A
taurina é crucial em processos bioldgicos, como o desenvolvimento do sistema nervoso e em
mecanismos imunolodgicos, aonde atua reduzindo o estresse oxidativo e com repercussdo anti-
inflamatéria (SCHAFFER; LOMBARDINI; HUXTABLE, 1998).

O que indica uma sintese e liberacdo de taurina elevada a partir de um possivel
mecanismo antioxidante e anti-inflamatorio na tentativa de diminuir o desbalanceamento
sinaptico, principalmente em uma “tentativa” de reduzir a hiperexitabilidade promovida pela
liberagdo de glutamato. Uma vez que a taurina sofre exocitose a partir de um acimulo de ions
K+ no meio extracelular e pode agir inibindo os disparos neuronais através da sua ligacdo a
receptores de GABA e glicina (LEE et al., 2010; OJA; SARANSAARI, 2017; PEREIRA et al.,
2013).

Alguns pontos se interligam quanto a acdo do MeHg sobre as células neurais, como
por exemplo, quantificacdo elevada nos niveis ou expressdao de BDNF, pode significar uma
reduzida plasticidade sinaptica, uma vez que os potenciais de longa duracdo sdo prejudicados,
ha uma direta correlagdo com o0s neurotransmissores hipocampais, majoritariamente o
glutamato, principal neurotransmissor desse mecanismo. Além disso, a presenca de nitrito no
tecido hipocampal, demonstra uma metaboliza¢do do NO, ou seja, outro agente crucial que atua
como mensageiro retrogrado para sinalizacéo de libera¢do do glutamato, Além de um possivel
gatilho para uma maior sintese de taurina por parte do organismo, visando uma resposta
antioxidante (LEE et al., 2010; OJA; SARANSAARI, 2017).
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Relatos na literatura tém indicado que os niveis de glutamato, GABA e taurina
elevados, estdo associados com o desbalanceamento nos niveis de GFAP, SNARES e outras
proteinas cruciais para 0 mecanismo sinaptogénico, uma vez que alteracGes nessas moléculas
podem indicar a ocorréncia de eventos neuroinflamatorios e degenerativos como astrogliose
reativa (JACOB; SUMATHI, 2019; LEE et al., 2010; OJA; SARANSAARI, 2017; PEREIRA
etal., 2013).
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7 CONCLUSAO

O presente estudo, avaliou pela primeira vez o efeito do MeHg sobre os
aminoacidos e monoaminas do hipocampo de camundongos jovens, além de parametros
inflamatorios e de estresse oxidativo. Os resultados desse estudo podem contribuir para a
melhor compreensdo do impacto da intoxicagdo mercurial na saide mental de individuos
residentes em areas de exposicdo endémica. Mais estudos sdo necessarios para discernir melhor

0s mecanismos envolvidos.

e A intoxicacdao mercurial na &gua de beber (20 mg / L) aumenta as concentracfes de MeHg

no pelo dos animais do grupo intoxicado, confirmando intoxicagdo cronica nos animais;

e Os camundongos expostos a intoxicacdo mercurial obtiveram um menor ganho de peso

quando comparados ao grupo controle.

e Os niveis glutationa foram reduzidos e os niveis de malondialdeido aumentaram no
hipocampo de camundongos C57BL6/J, apds intoxicacdo mercurial, quando comparado as
amostras de hipocampo do grupo controle, indicando um pronunciado aumento do estresse

oxidativo.

e As concentracdes da mieloperoxidase no hipocampo ap6s intoxicacdo mercurial, aumentou
no grupo MeHg, quando comparado as amostras de hipocampo do grupo controle,

indicando uma resposta inflamatoria.

e A intoxicacao mercurial na dgua de beber (20 mg / L), ndo alterou os niveis de dopamina,
porém causou um aumento nos niveis de DOPAC no hipocampo do grupo MeHg, quando
comparado as amostras de hipocampo do grupo controle.

e Os niveis de aminoacidos como glutamato, taurina e GABA no hipocampo aumentou no
grupo exposto a dose de 20 mg / L de MeHg na agua de beber, quando comparado ao grupo

controle. N&o houve alteracdo no niveis glicina e tirosina entre 0s grupos.
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